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 前述のように微生物由来の生理活性物質は現在までに 23,000 ほど発見され
ているが、そのおよそ4割は糸状菌から発見されたものである ([9], Table 1-1)。
糸状菌は二次代謝産物の宝庫であり、今後も糸状菌由来の医薬品候補化合物が
数多く発見されることが期待される。糸状菌由来の二次代謝産物の多くはアミ
ノ酸骨格を持つ non-ribosomal peptide (NRP)もしくはポリケトン鎖骨格に持
つ polyketide であり、それぞれ non-ribosomal peptide synthase (NRPS) もし






には pH 応答に関与する PacC [11] や窒素源応答に関与する AreA [12] のよう
なグローバルな転写因子、アフラトキシン生合成における AflR [13] のような
代謝物特異的な転写因子、ヒストンメチルトランスフェラーゼ LaeA [14] やヒ











か報告がある。例えば Acremonium chrysogenum において、cefT [16]や cefG 
[17] 遺伝子を導入することにセファロスポリン C の生産性が向上している。ま
た Aspergillus flavus において aflR遺伝子の過剰発現によりアフラトキシンの















1.4 抗真菌剤 FR901469 について 
 No.11243株は京都府綾部市で朽ち葉から採取された糸状菌であり、リポペプ
チド構造を持つ抗真菌剤 FR901469 を二次代謝産物として産生する [19]。
FR901469 はβ-1,3-グルカン合成酵素阻害活性を持ち、細胞壁合成を阻害する
ことで病原性真菌である Candida albicans や Aspergillus fumigatus に抗真
菌活性を持つことが分かっている [20]。C. albicans の β-1,3-グルカン合成酵素
に対する FR901469 の半数阻害濃度は 0.05 μg/mL であり、他のキャンディン
系リポペプチドである aculeacin AやWF11899A、 papulacandin B よりも 10
倍以上強力な阻害活性を持つ [20]。FR901469 は 12個のアミノ酸と脂肪酸鎖を
もつリポペプチドラクトン構造を有しており ([21], Fig. 1-1)、その環状ラクト





 FR901469 の生産宿主である No.11243 株はその形状から糸状菌であると分
類されているが (Fig. 1-2)、種を含めてその生態に関して不明な部分が多い。各
種培地を用いてプレート培養を行ったが分生子形成は見られず、白～オレンジ























Host strain Abtibiotic Other activities Total
Actinomycetes 8,700 1,400 10,100
Filamentous fungi 4,900 3,700 8,600
Other microbes 2,900 900 3,800
Total 16,500 6,000 22,500
Table 1-1 The numbers of active compound produced by microbes (Bérdy, J. Antibiot.
(Tokyo), 58: 1-26).
5
Fig. 1-1 Structure of FR901469 (Fujie et al., J. Antibiot. (Tokyo), 54: 588-594).
6
Fig. 1-2 Micrograph of hyphal cells of fungal sp. No.11243.
7
Fig. 1-3 Genealogy of FR901469 high-yield mutant strains. The numbers in this figure














































Fig. 1-4 The relative FR901469 productivity of wild-type and mutant strains. Bar graph









































 No.11243 株の野生株は（独）製品評価技術基盤機構 (NITE) より分譲され
たものを用いた (受託番号：FERM BP-3373)。 No.11243 株の変異株はアステ
ラス製薬株式会社で取得されたものを用いた。 
 
2.2.2 ゲノム DNA 調製 
 No. 11243株の野生株もしくは変異株の菌体を回収し、液体窒素で凍結させて
すり鉢で粉末状になるまで破砕した。破砕した菌体を 15 mL のCTAB溶液 (1% 
CTAB, 100 mM Tris-HCl (pH 8.0), 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA) に溶解させ、
ボルテックスで混合した。混合液を 60℃で 30 分間インキュベートした後、10 
mL のフェノール/クロロホルム/イソプロパノール (24:1:1) を添加してよく混
合し、5分間室温で静置した。10,000 rpm、4℃、5分遠心後上層 10-12 mLを
回収し、再度 10 mL のフェノール/クロロホルム/イソプロパノール (24:1:1) を
添加～遠心して上層回収まで同操作を繰り返した。回収した上層に同量のイソ
プロパノールを添加して遠心によりゲノム DNAを沈殿させた後、70%エタノー
ル、100%エタノールでリンスを行い、1.5 mL の 10 mM Tris-HCL (pH 8.0) 溶
液に溶解した。得られた DNA溶液に 10 L の RNase cocktail (ThermoFisher 
Scientific, Waltham, MA, USA) を添加し、37℃で 30分間インキュベートした。
その後フェノールクロロホルム沈殿、エタノール沈殿により精製を実施して
DNase-free water に懸濁し、ゲノム DNA溶液とした。 
 
2.2.3 野生株のゲノム解析と遺伝子アノテーション 
 上述の方法で調整されたゲノム DNA溶液について、TruSeq DNA PCR-Free 
Sample Prep Kit (Illumina, San Diego, CA, USA) を用いてプロトコール通り
に前処理を行い、Miseq (Illumina) を用いてシークエンスを実施した。得られ
たペアエンドリードは Blue algorithm [23] によりエラーコレクションを行い、
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その後 SPAdes ver. 3.5.0 [24] によりリードのアセンブリングを実施した。アセ
ンブリングにより得られたコンティグを使用して SSPACE [25] によりスキャ
ホールディングを実施した。得られたゲノムを用いて、本研究が実施された研
究組合内で独自に開発された糸状菌ゲノム用パイプラインによりゲノムアノテ
ーションを実施した。さらに RNAmmer [26] を用いて rRNAを、tRNA-SCAN 
[27] を 用 い て tRNA を そ れ ぞ れ 検 出 し た 。 得 ら れ た ゲ ノ ム は
DDBJ/EMBL/GenBank に登録した  (accession no. DF938580-DF938599) 
[28]。 
 ゲノム中に検出された遺伝子について eggNOG 3.0 データベース [29] を用
いてその産物を Blast 検索し、E-value ≦1e×10-20 かつ coverage ≧ 80%の
タンパク質が存在する場合にはそのホモログが属する KOG [30] の機能カテゴ
リーに分類した。 
NRPS と  PKS 遺伝子の探索とそのタンパク質のドメイン構造予測は
antismash-2.0 [31] を用いて実施した。また、推定 FR901469 生合成遺伝子ク
ラスター内遺伝子のタンパク質のドメイン構造は NCBI's Conserved Domain 
Search [32] を用いて推定した。 
 
2.2.4 変異株のゲノム解析と変異点の検出 
 上記の方法で調製された No.11243 株の変異株のゲノム DNA を SOLiD 
Library Construction kit (ThermoFisher Scientific) によって前処理して、
SOLiD 5500xl system (ThermoFisher Scientific) によってシークエンスした。
得られたリードの品質チェックを行い、品質のよいリードを bwa [33] によりリ
ファレンスとなる野生株のゲノムにマッピングした。その後、変異株ゲノム中
の塩基の置換 (Single nucleotide variants, SNV) や欠失・挿入(Insertion and 
Deletion, InDel) 変異を VarScan 2 [34] により検出した。 
 
2.2.5 RNA抽出と精製 
 野生株、1769 株、2874 株、2889 株について、培養の 4 日目の培養液から




状になるまで破砕した。粉末状の菌体から 1.5 mL ISOGEN (Nippon Gene, 
Tokyo, Japan) を使用して RNAを抽出後、RNeasy mini kit (Qiagen, Venlo, 
Netherlands) を用いてプロトコールに従って RNA精製を実施した。 
 
2.2.6 RNA-seq 解析 
 培養 4日目の培養液から抽出・精製した RNAを Truseq Stranded mRNA and 
Total RNA Sample Preparation Kit (Illumina) を用いて前処理して、MiSeq を
使用してシークエンスを行った。bowtie2 [35] によりインデックス化されたリ
ファレンスゲノムに、高品質のシークエンスリードを Tophat2 [36] を用いてマ
ッピングした。その後 Cufflinks v2.2.1 [37] を用いて各遺伝子の正規化された
発現量  (FPKM, fragments per kilobase of exon per million mapped 





RNA-seq の結果をもとに、1769 株、2874 株、2889 株の 3 株すべてで野生
株と比較して有意に (q value < 0.01)発現上昇している遺伝子を抽出した。それ
らの遺伝子を用いて KOG [30] の機能カテゴリーごとにエンリッチメント解析









ノムとした。得られた No.11243 株のゲノムは全長 21.7 Mbp で、GC 含量は
53.9% であった (Table 2-1)。遺伝子領域推定の結果 9,694個の遺伝子が検出さ
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れた。また 37個の tRNAが検出されたものの、rRNAは検出されなかった。 
 
2.3.2 FR901469 生合成遺伝子クラスターの推定 
 antismash-2.0 [31] を用いた探索の結果、4つの NRPS遺伝子と 4つの PKS
遺伝子が検出された。ドメイン構造予測の結果、その中の 1 つの NRPS 
(ANO11243_029940) はFR901469が持つアミノ酸残基と同数である12個のア
デニル化ドメインを有し、かつ D-アミノ酸と同数かつ順番も同じ位置に 4 つの
エピマー化ドメインを持っていることが分かった (Fig. 2-1) 。そこでこの
NRPSが FR901469 生合成に関わっていると推定した。その NRPS遺伝子近傍
で FR901469 生合成に関わっている可能性のある遺伝子を探索したところ、3
個のオキシゲナーゼ遺伝子  (ANO11243_029850, ANO11243_029920, 
ANO11243_029970)、PKS 遺伝子 (ANO11243_029860)、アセチル CoA リガ
ーゼ遺伝子  (ANO11243_029870) 、 2 個のチオエステラーゼ遺伝子 
(ANO11243_029880, ANO11243_029890) 、 ト ラ ン ス ポ ー タ ー 遺 伝 子 
(ANO11243_029910)、転写因子遺伝子 (ANO11243_029900) の NRPS 遺伝子
を合わせて合計 10個の遺伝子が検出された (Fig. 2-2)。これらが FR901469 生






ち scaffold0004 (accession no. DF938583) と  scaffold0016 (accession no. 
DF938595) の 2つの sequence depth が他のスキャホールドと比較して大きく、
多数のリードがマッピングしていることが分かった (Fig. 2-3)。すべての変異株
でこの傾向が確認されたが、野生株ではすべてのスキャホールドの sequence 
depth がほぼ同等であり (Table 2-2)、変異株特有の現象であることが分かった。 
 マッピングした変異株のリードをもとに SNV や InDel の検出を行った。そ
の際に、検出された各 SNVに関して SNV変異率 (Variant frequency of SNV) 




を示したものと定義した。すべての変異株で検出された SNV に関して SNV 変
異率を計算してその各スキャホールドの平均値を計算したところ、ほとんどの
スキャホールドで 50%前後であったが、scaffold0004と scaffold0016 はそれぞ
れ 35%と 34%で低めの値を示した (Fig. 2-4)。なお scaffold0019 (accession no. 
DF938598)と scaffold0020 (accession no. DF938599) は長さが短く、SNVが
それぞれ 0個と 1個しか検出されなかったため平均 SNV変異率の計算はできな
かった。 
 検出された SNV や InDel からミスセンス変異、ナンセンス変異、フレーム
シフト変異の起きている変異遺伝子を抽出した。その結果、全変異株中に 397
個の変異遺伝子が検出された (Table 2-3)。最も遺伝子変異が少ないのは 2024













recombination and repair” 、 “Signal transduction mechanisms” 、 
“Transcription” の3つの機能カテゴリーに関して複数系統で変異遺伝子が蓄積
していることが分かった (Table 2-4)。 
 3つの機能カテゴリーに関して、どのような遺伝子に変異が入っているかにつ
いて詳細に解析したところ、“Replication, recombination and repair” の機能




重鎖切断修復 [38-42]、RAD25、RAD3、RAD14、Replication factor C subunit 
1、RHP42、HRQ1、Exodeoxyribonuclease 1 はヌクレオチド除去修復 [43-49]、
またPIN4、RAD53 はDNAダメージ応答 [50, 51] と、それぞれ関連していた。 
“Signal transduction mechanisms” の機能カテゴリーには全部で38個の変
異遺伝子が属していたが、その中の多くが nutrient sensing やMAPK 経路に
関与するものであった。12個の変異遺伝子が nutrient sensing に関連しており、
その中の 6 個は窒素源、特にアミノ酸の代謝に関わるシグナル伝達経路である
TOR経路 (Target of Rapamycin 経路、[52]) の遺伝子であった。それらの遺
伝子産物は RHO1、PKH1、LST8、FKBP12-associated protein 1、TSC11、
FHL1 である [53-58]。 nutrient sensing に関わる残りの 6 個は glucose 
sensing に関わる遺伝子であり、SYG1、SOK2、Guanine nucleotide-binding 
protein subunit alpha は cAMP 経路 [59-61]、PP1-2、SIP3 はSNF1経路 [62, 
63] にそれぞれ関連している。また Pyruvate dehydrogenase phosphatase は
解糖系の重要な酵素であるピルビン酸デヒドロゲナーゼの活性を制御すること
が知られている [64]。 MAPK 経路に関わる変異遺伝子は全部で 9個あり、そ
れらの遺伝子産物は STE11、PBS2、PTP2、HRK1、NIK1、RHO1、BCK1、
PKH1、MAK1 であった [65-73]。2つの遺伝子産物 (RHO1、PKH1) は TOR
経路と重複していた。その 9個の遺伝子産物の中で STE11、PBS2、PTP2、HRK1、
NIK1 は Hog1経路に、RHO1、BCK1、PKH1 はMpk1/Slt2 経路に、MAK1 
は Schizosaccharomyces pombe で酸化ストレス応答に関わるという報告のあ
るMAPK 経路に特に関連するものであった。 
 “Transcription” の機能カテゴリーには合計で 45 個の変異遺伝子が属してい
たが、その中の多くは “Replication, recombination and repair” もしくは 
“Signal transduction mechanisms” と重複する遺伝子であった (STE11、NIK1、
FKBP12-associated protein 1、BCK1、SOK2、HRK1、PKH1、PBS2、FHL1、
Regulator of Ty1 transposition protein 107、RAD25、RAD3、KIN28、RAD53)。
その他の変異遺伝子の中では、転写機構そのものに関連するものが多かった。
eIF4A、TFIID subunit 2 は転写開始に [74, 75]、MOT1、General negative 
regulator of transcription subunit 4、SREP はTATA結合に [76-78]、SSU72、
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RPC2、RNA polymerase II subunit A C-terminal domain phosphatase、
DNA-directed RNA polymerase II subunit RPB2 は RNAポリメラーゼ複合体
に [79-82]、Pre-mRNA-processing protein 45、RSE1 は RNAスプライシング
に [83, 84] それぞれ関わっている。また転写因子として働くと考えられる変異
遺伝子が 6個存在した。Sterol regulatory element-binding protein 1 は HLH 
domain を  [85]、  pacC/RIM101 は  zinc finger domain を  [86]、また
uncharacterized transcriptional regulatory protein もしくは ACU-15 とア
ノテーションされた遺伝子は fungal transcription factor regulatory middle 




 FR901469 高生産変異株のうち、FR901469 生産性が大きく、かつ系統の異
なる 1769 株、2874 株、2889 株を使用して RNA-seq を実施した。1769 株、
2874株、2889株の FR901469 生産性は野生株のそれぞれ 5.2 倍、9.4 倍、14.4 
倍である (Fig. 1-4) 。本培養 4日目の推定 FR901469 生合成遺伝子の発現量を
比較したところ、frbJ を除くすべての遺伝子で高生産変異株では野生株より発
現量が上昇していた (Fig. 2-5)。また frbA、frbB、frbC、frbG、frbH、frbI で
は FR901469 生産性に比例して各遺伝子の発現量が増加する傾向にあった。 
野生株と比較して 3 つの高生産変異株で共通に発現上昇している遺伝子の抽
出を行った結果、902個の遺伝子が抽出された。それらを用いて KOGの機能カ
テゴリーでエンリッチメント解析を実施したところ、” Secondary metabolites 
biosynthesis, transport and catabolism” や  “Amino acid transport and 




果、ゲノムサイズは 21.7 Mbp であった。他の糸状菌では Aspergillus oryzae が




ズは小さいものの、遺伝子数は同等であった (No.11243株: 9,694個、A. oryzae: 





FR901469 の生合成に関わると考えられる遺伝子 frbI を見出した (Fig. 2-1)。
またその近傍には PKS 遺伝子 (frbB ) やアセチル CoA リガーゼ遺伝子 
(frbC ) 遺伝子が存在した (Fig. 2-2)。FR901469 と同様に脂肪酸鎖を含む環状
ペプチド構造を持つ emericellamide では、PKS が脂肪酸鎖部位を合成し、そ
の脂肪酸鎖のNRPSへの運搬にアセチルCoAリガーゼが関わるという報告があ
る [90]。FR901469 の生合成でも FrbB や FrbCが同様の働きをしていること
が考えられる。さらに、3個のオキシゲナーゼ遺伝子 (frbA, frbH, frbJ ) も frbI 
の近傍に存在していた。FR901469 はその構造中に水酸基が付加されたアミノ
酸残基を 3 個有しており  (trans-4-OH-L-Proline, trans-3-OH-L-Proline, 
threo-3-OH-L-Glutamine)、3個のオキシゲナーゼがそれぞれいずれかのアミノ
酸残基の水酸基付加に関わっていると予想される。加えて、2個のチオエステラ
ーゼ遺伝子 (frbD、 frbE ) が近傍に存在していた。一般的に PKSや NRPS中
に含まれるチオエステラーゼドメインは化合物の酵素からの分離や環状化に関
わっているが、FrbB や FrbI は構造からエステラーゼドメインは検出されなか
った。FrbD や FrbE は代わりに FR901469 の分離や環状化の機能を持ってい
ることが考えられた。転写因子であると推定される frbF やトランスポーターで
あると推定される frbG を合わせて、FR901469 生合成に必要十分な遺伝子が
そろっており、これら 10 個の遺伝子が FR901469 生合成遺伝子クラスターを
構成していると推定した。 
 No.11243 株の生産性向上変異株のゲノム解析の過程で、10-10 株以降の変異
株では一部のゲノム領域 (scaffold0004、scaffold0016)の sequence depth が他





と scaffold0016 はその末端にGGGTTA というテロメア様配列をそれぞれ有し
ており、染色体数の増加がこれらの領域の増幅の原因であることが考えられた。
興味深いことに、推定 FR901469 生合成遺伝子クラスターは scaffold0004 の中
に含まれている。P. chrysogenum では、工業的に育種されたペニシリン高生産
株でペニシリン生合成遺伝子クラスターの増幅が見られたという報告がある 
[91, 92]。No.11243 株においても、染色体の増加により FR901469生合成遺伝
子数が増加し、そのために生産性が向上した可能性が考えられた。 





ずつあるため、塩基変異が入っても SNV 変異率は 50%と検出される。また
scaffold0004と scaffold0016 の sequence depth は変異株で約 1.5倍に増加し
ていたが (Table 2-2)、二倍体のため 2セットずつ存在した染色体が増幅により
3 セットになったと考えると説明がつく。scaffold0004 と scaffold0016 では平
均 SNV変異率が 35%、 34% であった (Fig. 2-4)。染色体が 3セットありその
うち 1つに変異が入った場合の SNV変異率は 33%となるが、それに近い値を示














ると考えられる。その結果、“Replication, recombination and repair”、“Signal 
transduction mechanisms”、 “Transcription” の 3つの機能カテゴリーが見い
だされた (Table 2-4)。 








 “Signal transduction mechanisms” の機能カテゴリーに属する遺伝子にも変











る [95, 96]。加えて、Penicillium verrucosum での ochratoxin A 生産 [97]、 
Aspergillus nidulans での sterigmatocystin 生産  [98]、  N. crassa での








よって制御されることが多いと考えられている。A. flavus での aflatoxin 生産
のように、転写因子の高発現により二次代謝産物の生産が向上するという報告
もある [100]。転写機構や転写因子の遺伝子に変異が入ることで発現制御が変化
し、その結果 FR901469 の生産性が向上した可能性が考えられた。 
 さらなる解析のため、FR901469 の生産性が高く育種の系統が違う 1769 株、
2874 株、2889 株の 3つの高生産変異株を選び、RNA-seq によるトランスクリ
プトーム解析を実施した。推定 FR901496 生合成遺伝子の発現量を比較したと
ころ、frbJを除くすべての遺伝子で野生株と比較して上昇していた (Fig. 2-5)。
また FR901469 生産性に合わせて発現量が高くなる遺伝子も多数存在した 
(frbA、 frbB、 fbC、 frbG、 frbH、 frbI)。3株で共通で発現上昇が見られた
遺伝子の機能カテゴリーごとのエンリッチメント解析でも  ”Secondary 







 またエンリッチメント解析では ” Amino acid transport and metabolism” 

















G+C content (%) 53.9
Protein-coding genes 9,694
tRNA genes 37
Table 2-1 Fungal sp. No.11243 genome features.
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*The yellow-highlighted numbers indicated the highest and the second highest values in
each scaffold.
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487 626 685 1433 1503 1769 2024 2536 2873 2874 2877 2885 2889
scaffold0001 1.0 1.0 1.0 0.9 0.9 1.0 0.9 1.2 1.0 1.0 1.0 0.9 0.9 1.0 1.3
scaffold0002 1.0 1.0 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 0.9
scaffold0003 1.0 1.0 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 1.0 1.0 1.0 0.9 0.9 1.0 0.9
scaffold0004 1.0 1.4 1.4 1.8 1.3 1.4 1.4 1.3 1.4 1.5 1.2 1.4 1.4 1.2 1.2
scaffold0005 1.0 1.0 1.0 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 1.0 1.0 0.9 0.9 1.0 0.9
scaffold0006 1.0 1.0 1.0 0.9 1.0 0.9 1.0 0.9 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 0.9
scaffold0007 1.0 1.0 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9
scaffold0008 1.0 1.0 1.0 0.9 1.0 0.9 1.0 0.9 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 0.9
scaffold0009 1.0 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9
scaffold0010 1.0 0.9 0.9 0.9 1.0 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 1.0 0.9
scaffold0011 1.0 1.0 1.0 0.9 0.9 0.9 1.0 0.9 0.9 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 0.9
scaffold0012 1.0 0.9 1.0 0.9 1.0 1.0 1.0 1.3 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 0.9
scaffold0013 1.0 1.0 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 1.0 0.9 0.9 0.9 0.9
scaffold0014 1.1 1.0 1.0 1.0 1.2 1.3 1.0 1.2 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.2
scaffold0015 1.0 1.0 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 1.1 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9
scaffold0016 1.0 1.4 1.5 1.5 1.5 1.5 1.6 1.4 1.6 1.1 1.6 1.6 1.6 1.6 1.6
scaffold0017 1.0 0.9 1.0 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 1.0 0.9 0.9 0.9 1.3
scaffold0018 1.0 0.9 1.0 0.9 1.3 1.3 1.0 1.3 0.9 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 0.9
scaffold0019 1.0 1.0 0.9 0.9 1.1 0.9 0.9 0.8 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.8 0.8
scaffold0020 1.1 1.0 0.9 0.8 0.8 0.8 0.8 1.1 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.7
Table 2-2 The ratio of NGS read depth in each scaffold.
*A: The number of annotated genes by Swiss-prot.
**NA: The number of not annotated genes. 





Parent Mutant A* NA** A+NA Sum***
wild-type 10-10 10 4 14 14
10-10 487 30 12 42 56
10-10 626 53 16 69 83
487 685 27 6 33 89
487 1433 14 8 22 78
626 1503 41 13 54 137
685 1769 38 15 53 142
1503 2024 12 7 19 156
2024 2536 7 4 11 167
2024 2873 1 4 5 161
2536 2874 17 5 22 189
2536 2877 7 4 11 178
2873 2885 9 10 19 180
2873 2889 13 9 22 183
Total 280 116 396 -
Table 2-3 The number of mutated genes in each strain.
wild to 1769 wild to 2874 wild to 2889








































Cell cycle control, cell division, chromosome partitioning (224) - + + - - - + + - - - + +
Cell motility (15) - - + - - - + - - - - + -
Cell wall/membrane/envelope biogenesis (172) - - + - - - - + + - - - +
Cytoskeleton (131) + - + - - - - + - - - - +
Defense mechanisms (79) - - - - - - - + - - - - +
Intracellular trafficking, secretion, and vesicular transport (383) - - - - + - - - - - - - -
Nuclear structure (25) - + - - - - + - - - - + -
Posttranslational modification, protein turnover, chaperones (608) - + + + - + + - - - + + -
Signal transduction mechanisms (482) + + + - - + + + - - + + +
Extracellular structures (13) - - - - - - - - - - - - -
Chromatin structure and dynamics (138) - + + + - - + - - - - + -
Replication, recombination and repair (386) + + + + + + - - - - + - -
RNA processing and modification (280) + + - - - + - + - - + - +
Transcription (572) + + + + + + + - - - + + -
Translation, ribosomal structure and biogenesis (415) + + - - - - + + + - - + +
Amino acid transport and metabolism (627) - - + + - - + - - - - + -
Carbohydrate transport and metabolism (569) - - + - - + - + + - + - +
Coenzyme transport and metabolism (202) - - - + - - - - - - - - -
Energy production and conversion (491) - + - + + - - - + - - - -
Inorganic ion transport and metabolism (383) + - + - - + - - - - + - -
Lipid transport and metabolism (515) - + - - + - - + - - - - +
Secondary metabolites biosynthesis, transport and catabolism (424) - + + + - - - + + - - - +
Nucleotide transport and metabolism (116) - - - - - - - - - - - - -
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Table 2-4 The increasing and decreasing pattern of mutated gene in each functional category
*Plus means that the ratio of mutated genes in that functional category increased in
mutant strain.
**The cells that three plus were sequentially appeared are yellow-highlighted.
KOG Functional category p value
[METABOLISM] Secondary metabolites biosynthesis, transport and catabolism 2.26E-25
[METABOLISM] Amino acid transport and metabolism 4.18E-18
[METABOLISM] Lipid transport and metabolism 1.09E-14
[METABOLISM] Energy production and conversion 6.34E-11
[METABOLISM] Coenzyme transport and metabolism 0.00014
[CELLULAR PROCESSES AND SIGNALING] Defense mechanisms 0.00110
[METABOLISM] Carbohydrate transport and metabolism 0.00445
[METABOLISM] Inorganic ion transport and metabolism 0.00484
[CELLULAR PROCESSES AND SIGNALING] Cell wall/membrane/envelope biogenesis 0.0287
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Table 2-5 Enrichment analysis of genes up-regulated in common with three FR901469
high-producing strains.
Fig. 2-1 Comparison of FR901469 structure and domains of putative FR901469
biosynthesis NRPS. A) Structure of FR901469. B) Estimated functional domains of a
putative FR901469 synthetase encoded by frbI (AN011243_029940). Order and




Fig. 2-2 Genetic composition of a putative FR901469 biosynthesis gene cluster.
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Fig. 2-3 Visualization of the read depth mapped to reference genome. Vertical axis:
depth of genome sequence mapped NGS reads, horizontal axis: genome region.
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Fig. 2-4 Average variant frequency in each scaffold. Bar graph shows mean values ±


































Fig. 2-5 Relative productivity and expression levels of putative FR901469 biosynthesis
genes in wild-type and FR901469 high-producing mutant strains. The values of
FR901469 productivity or expression levels of each gene in wild-type strain were set to

































Wild-type 1769 2874 2889
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第三章 FR901469 生産性向上株の分子育種 
 
3.1 序 










































 No.11243 株の野生株 (受託番号：FERM BP-3373) を frbF高発現株作製の
際の親株として使用した。 No11243 株の frbF 高発現株である TFH2-2 株を
frcpcA 高発現株作製の際の親株として使用した。プライマーデザイン、
RNA-seq の際のリファレンスゲノムとして No.11243 株の野生株ゲノム 
(accession no. DF938580-DF938599)  [28] を使用した。 
 
3.2.2 プラスミド作製 
 frbF 高発現株作製用プラスミドは 3種の DNA断片 (HSP20 promoter、frbF、
bleomycin resistance gene (bleR )) と pUC19 ベクターを In-Fusion HD 
Cloning Kit (Clontech, CA, USA) を用いて結合することで作製した。frcpcA高
発現株作製用プラスミドは同様の方法で 3 種の DNA 断片  (adh5 promoter、
frcpcA、hygromycin resistance gene (hph )) と pUC19 ベクターを結合するこ
とで作製した。DNA断片を調製するためのPCRはKOD-Plus DNA polymerase 
(Toyobo, Osaka, Japan) を用いてプロトコール通りに行った。使用したプライ





 形質転換の菌体回収のため、No.11243 株の親株が生育した 5 mm辺のプレー
ト培地を 20 mL のシード培地を添加した 100 mL 三角フラスコに植菌し、25℃、
180 rpm で 5日間培養した。シード培地は 4% soluble starch (Nacalai Tesque, 
Kyoto, Japan)、2% cottonseed flour (Sigma-Aldrich, MO, USA)、1% soybean 
flour (Sigma-Aldrich)、1% KH2PO4、0.2% CaCO3 を水と混合し、三角フラス
コに分注後 121℃で 20分オートクレーブ滅菌することで作製した。さらにその
培養液400 μL を20 mL の形質転換培地を添加した100 mL 三角フラスコに植
菌し、25℃、180 rpm で 3日間培養した。形質転換培地は 1.0% soluble starch、
0.5% glucose、2.0% Brain Heart Infusion (Becton, Dickinson and Company, 
NJ, USA)、0.5% KH2PO4 を水と混合し、三角フラスコに分注後 121℃で 20分
オートクレーブ滅菌することで作製した。 
培養後の菌体を Miracloth (Merck Millipore, MA, USA) でろ過により回収
し、10 mL の TF solution A (1 M KCl、10 mM MgCl2、25 mM CaCl2) で洗浄
した。洗浄後の菌体を 10 mM dithiothreitol (DTT)を添加して pH8.0 に調整し
た TF solution A に懸濁して 30℃で 30分間インキュベートした。インキュベー
ト後の菌体をDTT を含まないTF solution A で洗浄後、0.5% Yatalase (Takara, 
Shiga, Japan) と 0.5% Zymolyase (Nacalai Tesque) を添加した TF solution A 
に懸濁して 80 rpm で振盪しながら 30℃で 3時間インキュベートした。細胞壁
残渣を Miracloth を用いてろ過してろ液に含まれるプロトプラストを回収し、
1 mL あたり108 個になるようにTF solution B (1.2 M sorbitol、50 mM CaCl2、
10 mM Tris-HCl、pH 7.5) に懸濁した。約 5 μg のプラスミド DNAと 200 μL 
のプロトプラスト懸濁液をよく混合し氷上に 30分静置後、1 mL の TF solution 
C (40% polyethylene glycol 3350、50 mM CaCl2、10 mM Tris-HCl、pH 7.5) を
加えてよく混合し、25℃で 1時間インキュベートした。その後、frbF 高発現株
作製時は 0.02%の Zeocin (Invitrogen, MA, USA)、frcpcA 高発現株作製時は
0.1%の Hygromycin B (Wako, Osaka, Japan) を含む再生用プレート培地 (0.6 
M sucrose、1% yeast extract (Becton, Dickinson and Company)、5 mM CaCl2、






 親株と形質転換株のゲノム DNAは NucleoSpin Plant II (Macherey-Nagel, 
Düren, Germany) をプロトコールに従って使用して回収した。得られたゲノム
DNA 20 ng を KOD-Plus DNA polymerase を用いてプロトコール通りに PCR
を実施した。frbF 高発現株作製時はプライマーとして TF_check_pro4F と
TF_check_TF_R を 、 frcpcA 高 発 現 株 作 製 時 は qPCR_cpc1_F と 
qPCR_cpc1_R をそれぞれ用いた (Table 3-1)。PCR 後の溶液 5 μL を SYBR 
safe DNA gel stain (Invitrogen) を含んだ 1% (wt/vol) アガロースゲルを用い
て、Tris-acetate-EDTA buffer (pH 8.3) を移動相として 100Vで 30分間電気泳
動した。1 kb DNA ladder dye plus (TaKaRa) を分子量マーカーとして使用し
た。 
 
3.2.5 FR901469 の生産培養 
 前培養として、No.11243 株の野生株もしくは形質転換株が生育した 5 mm辺
のプレート培地を 20 mL のシード培地を添加した 100 mL 三角フラスコに植
菌し、25℃、220 rpm で 5日間培養した。シード培地の成分と調整方法は 3.2.3 
に記載した。生産培養培地は 7% soluble starch、1% glucose、4% cottonseed 
flour、6% corn steep liquor (Sigma-Aldrich)、1% (NH4)2SO4、0.5% Bacto 
Peptone (Becton, Dickinson and Company)、0.44% K2HPO4、1.0% KH2PO4、
0.1% antiform PE-L (Wako, Osaka, Japan)、0.1% antiform SI (Wako) を水と
よく混合し、1 M NaOH で pH 6.0 に調整後三角フラスコに分注し、121℃、
20分オートクレーブ滅菌することで調製した。野生株と TFH2-2株の生産性比
較の際は 100 mL 三角フラスコに 20 mL の生産培養培地を、TFH2-2 株と
TFCH3 株の生産性比較の際は 500 mL 三角フラスコに 100 mL の生産培養培
地を添加して生産培養を実施した。生産培養は 2%分の前培養液  (親株と
TFH2-2 株比較時は 400 μL、TFH2-2株と TFCH3株比較時は 2 mL) を植菌し




3.2.6 FR901469 生産性測定 
 200 μL の培養液を 1.5 mL のチューブに分注後、800 μL のエタノールを添
加してよく混合して 30分間室温で静置することで FR901469 の抽出を行った。
抽出後のサンプルは 15,000 rpm、室温で 10 分間遠心分離を行った後、上清を
0.22 μmのフィルターでろ過した。 
 フィルターろ過後の抽出液 2 μL を Acquity UPLC system (Waters, MA, USA) 
を用いて分析した。カラムは Acquity UPLC BEH C18 1.7 μm 2.1 × 50 mm 
reversed-phase column (Waters) を使用した。流速が 0.6 mL/min で 0.1% 
formic acidを含んだ 36% acetonitrile溶液で抽出液中の FR901469 を吸着後、
acetonitrile 濃度を 46%までグラジエントをかけて溶出させた。FR901469 の




 培養の 4日目と 6日目の培養液から RNA抽出を実施した。2 mL の培養液を
Miracloth でろ過して菌体を回収した。回収した菌体は Milli-Q 水でよく洗浄
後、液体窒素で凍結させてすり鉢で粉末状になるまで破砕した。粉末状の菌体
から 1.5 mL ISOGEN (Nippon Gene, Tokyo, Japan) を使用して RNAを抽出
後、RNeasy mini kit (Qiagen, Venlo, Netherlands) を用いてプロトコールに従
って RNA精製を実施した。 
 
3.2.8 定量的リアルタイム PCR解析 
 培養 4 日目と 6 日目の培養液から抽出・精製した RNA を解析に使用した。
high-capacity RNA-to-cDNA kit (Applied Biosystems, MA, USA) を用いて
200 ngの精製 RNAの逆転写反応を実施した。Fast SYBR Green Master Mix 
(Applied Biosystems) を用いてプロトコールに従って反応液を調製し、
StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems) を使用して定量
的リアルタイム PCR を実施した。 frbF (ANO11243_029900)、 frcpcA 
(ANO11243_057900) 、 actin (ANO11243_017460) 、 histone H4 
(ANO11243_000070) の各遺伝子の発現量測定に用いたプライマーはTable 3-1 
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に記載した。actin 遺伝子は内部標準として、histone H4 遺伝子はコントロー
ルとして発現量測定に用いた。 
 
3.2.9 RNA-seq 解析 
 培養 4日目と 6日目の培養液から抽出・精製した RNAを解析に使用した。精
製 RNAを Truseq Stranded mRNA and Total RNA Sample Preparation Kit 
(Illumina) を用いて前処理して、MiSeq を使用してシークエンスを行った。
bowtie2 [104] によりインデックス化されたリファレンスゲノムに、高品質のシ
ークエンスリードを Tophat2 [105] を用いてマッピングした。その後 Cufflinks 
v2.2.1 [106] を用いて各遺伝子の正規化された発現量 (FPKM, fragments per 
kilobase of exon per million mapped fragments) を計算した。遺伝子発現量の
有意差は Cuflinks 内のプログラムにより Benjamini–Hochberg correction を
用いて計算し、q value が0.05 未満の場合に発現量に有意差があると判断した。
本研究で使用した RNA-seq のリードデータは DDBJ に登録した (野生株：
DRX040479-DRX040484、TFH2-2 株 1 回目：DRX041623-DRX041628、





3.3.1 frbF 高発現株の作製 
 推定 FR901469 生合成遺伝子の遺伝子産物のドメイン構造予測の結果、FrbF
は既知のタンパク質と相同性は無かったが、C末端側に C2H2ジンクフィンガー
モチーフ [107] を持ち転写因子として機能することが予測された (Fig. 3-1)。
そこで frbF 高発現株の作製を試みた。HSP20 プロモーター下で frbF を高発
現させるためのプラスミドを作製し (Fig. 3-2)、非相同組換えにより遺伝子発現
ユニットをゲノム DNAに導入するというコンストラクトを用いた。プラスミド
を No.11243 株の野生株に形質転換を行い、TFH2-2 株が得られた。PCR 法を
用いて、HSP20 プロモーターと frbF 遺伝子が連続した DNA 領域が TFH2-2




3.3.2 リアルタイム PCRによる frbF 発現量の測定 
 野生株と THF2-2 株の FR901469 生産培養を行った。菌体の生育に関して、
野生株と TFH2-2 株間で差は見られなかった。frbF が高発現しているか確認す
るため、培養 4日目と 6日目の培養液から回収したRNAからリアルタイム PCR
により frbFの発現量の比較検討を実施した。測定の結果、hisone H4 の発現量
はほとんど変化がない一方で TFH2-2株の frbF発現量は野生株と比較して培養
4日目、6日目でそれぞれ 5.2 倍、1.9倍であった (Fig. 3-4)。 
 
3.3.3 野生株と TFH2-2株の FR901469生産性の比較 
 野生株と TFH2-2 株において、FR901469 生産性の比較を実施した。培養 4
日目から 8 日目まで測定し、すべての日数で TFH2-2 株の生産性は野生株を有




 frbF 高発現の影響を調べるため RNA-seq によるトランスクリプトーム解析
を実施した。培養 4日目と 6日目の培養液から抽出した RNAを用いて解析を行
った。野生株と比較して、TFH2-2株では培養 4日目と 6日目でそれぞれ 1,386
個、894個の遺伝子の発現量が有意に上昇し、それぞれ 1,375個、461個の遺伝
子の発現量が有意に低下していた。推定 FR901469 生合成遺伝子群の発現量を
比較したところ、10 個中 7 個の遺伝子が TFH2-2 株では有意に上昇していた 
(Fig. 3-6)。残りの 3個の遺伝子の発現量は同等であった。No.11243株ゲノム中
の NRPS遺伝子と PKS遺伝子の発現量を確認したところ、frbB と frbI を除く
と、PKS の一つである ANO11243_012330 遺伝子の培養 4 日目のみ有意な発
現上昇が見られたが、他の NRPSもしくは PKS遺伝子では発現上昇が見られな
かった (Table 3-2)。 
 frbF 高発現が菌に与える影響を調べるために、多くの遺伝子発現量上昇が見
られる遺伝子群の抽出を行った。一次代謝に関する遺伝子群では、エルゴステ
ロール合成に関わる遺伝子が TFH2-2 株では上昇傾向にあることが分かった 
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(Table 3-3)。13個の遺伝子のうち、培養 4日目と 6日目でそれぞれ 5個と 8個
の遺伝子発現量が有意に上昇した一方で、発現量が有意に低下した遺伝子はそ
れぞれ 1個と 0個であった。培養 6日目では、Delta(14)-sterol reductase 遺伝
子(ANO11243_002430) を除いたすべての遺伝子で平均発現量が TFH2-2 株で
は野生株より大きい値を示した。 
 β-1,3-グルカンの代謝酵素遺伝子にも TFH2-2 株において発現上昇傾向が見
られた (Table 3-4)。11 個の遺伝子のうち、培養 4 日目と 6 日目でそれぞれ 5
個と 6 個の遺伝子発現量が有意に上昇した一方で、発現量が有意に低下した遺
伝子はそれぞれ 1 個と 0 個であった。有意差が検出されなかった遺伝子でも、
ほとんどの遺伝子で平均発現量は TFH2-2 株の方が野生株より大きい値を示し
ていた。またキチン合成酵素遺伝子も培養４日目に発現上昇傾向が見られた 
(Table 3-5)。培養 4日目で 7個の遺伝子のうち 4個が有意に発現上昇していた。 
 
3.3.5 frcpcA 遺伝子の発見 
 TFH2-2 株のさらなる生産性向上のため、高発現により FR901469 の生産性
向上に繋がる遺伝子の探索を試みた。No.11243 株の野生株と 9種の FR901469
生産性向上変異株(10-10、 487、 626、 1503、 1769、 2024、 2536、 2874、 
2889、 Fig. 1-3 参照)に関して FR901469 の生産性と各遺伝子の発現量の相関
を確認し、発現量が FR901469 生産性と高い相関 をもつ遺伝子 
ANO11243_057900 を 見 出 し た  (Fig. 3-7) 。 相 同 性 解 析 の 結 果 、
ANO11243_057900 の遺伝子産物は N. crassa の cross-pathway control gene 
1 (Cpc1) や Saccharomyces cerevisiae の Gcn4 と相同性が高く (Fig. 3-8)、本
遺伝子を frcpcA と名付けた。ドメイン検索の結果、FrcpcA は C 末端側に bZIP 
モチーフを持っていた (Fig. 3-9) 
  
3.3.6 frcpcA 高発現株の作製 






り、adh5プロモーターと frcpcA遺伝子が連続した DNA領域が TFCH3 株ゲノ
ム中に挿入されていることが確認された (Fig. 3-11)。 
 frcpcA の発現量確認のためにリアルタイム PCR を行った。解析の結果、
hisone H4 の発現量はほとんど変化がない一方で TFCH3 株の frcpcA の発現
量は親株である TFH2-2 株と比較して培養 4 日目と 6 日目でそれぞれ 2.3 倍、
1.8倍であった (Fig. 3-12)。 
 
3.3.7 TFH2-2株と TFCH3株の FR901469生産性の比較 
 TFH2-2株と TFCH3株において、FR901469 生産性の比較を実施した。培養
4 日目から 8 日目まで測定し、すべての日数で TFH2-2 株の生産性は野生株を
有意に上回っていた (Fig. 3-13)。培養 8日目で、TFCH3株の生産性は TFH2-2
株の 1.8倍であった。 
 
3.3.8 TFH2-2 株と TFCH3 株のトランスクリプトーム解析による比較 




中で有意に発現上昇している遺伝子は無く、培養 6日目の frbJ のみ有意に発現
量が低下していた (Fig. 3-14)。 
 アミノ酸生合成遺伝子について発現量の比較を行った。グルタミン酸デヒド
ロゲナーゼ遺伝子 (gdh1) は培養 4 日目、６日目ともに TFCH3 株で有意に発
現上昇していた (Fig. 3-15A)。FR901469 の構成アミノ酸のうち、プロリン生
合成に関与する 3個の遺伝子 (pro1、 pro2、 pro3 ) では、培養 4日目は pro1 
と pro2、培養 6日目では pro1 のみ有意に発現上昇していた (Fig. 3-15B)。チ
ロシン生合成に関わる 8個の遺伝子では、培養 4日目、6日目ともに aro4a、 aro1、
aro2 が TFCH3 株で有意に発現上昇しており、発現低下している遺伝子は無か
った (Fig. 3-15C)。オルニチンとアルギニンの生合成に関わる 7 個の遺伝子で









れることが分かった (Table 3-7)。全 33 個の tRNA リガーゼ遺伝子のうち、培
養 4 日目、6 日目でそれぞれ 19 個、8 個の遺伝子の発現量が有意に上昇してお
り、有意に発現低下している遺伝子は無かった。tRNA の種類別に比較すると、
ミトコンドリアで働く tRNA リガーゼ遺伝子より細胞質で働く tRNA リガーゼ




 No.11243株の FR901469 高生産変異株の解析結果より、推定 FR901469 生
合成遺伝子の高発現化が生産性向上に繋がることが予想された。そこで本章で
はまず推定 FR901469 生合成遺伝子クラスター内に存在する転写因子遺伝子
frbF の高発現株である TFH2-2株を作製した。TFH2-2 株では frbF のみなら
ず frbA、 frbB、 frbC、 frbG、 frbH、 frbI 遺伝子も高発現化しており (Fig. 
3-6)、FR901469 生産性も野生株の 3.4 倍に向上していた (Fig. 3-5)。推定
FR901469 生合成遺伝子クラスターの高発現化が FR901469 生産性向上に繋
がっており、本クラスターが FR901469 の生産に関わっていることを強く示唆
する結果となった。また frbI 以外に発現上昇が見られる NRPS は存在せず 










昇している遺伝子が多く見られた (Table 3-4)。FR901469 はβ-1,3-グルカン合
成酵素阻害活性を持ち、細胞壁合成を阻害することで抗真菌活性を持つことが
分かっている [20]。No.11243 株もβ-1,3-グルカン合成酵素遺伝子を持ってい






 エルゴステロール合成酵素遺伝子についても、野生株と比較して TFH2-2 株
では発現上昇傾向が見られた (Table 3-3)。FR901469 は脂肪酸鎖を PKSで合
成すると思われるが、その原料はアセチル CoA である。FR901469 の生産が増








 アミノ酸生合成に関わる遺伝子に注目しながら FR901469 高生産変異株で
FR901469 生産性と発現量の相関が高い遺伝子を探索した結果、
ANO11243_057900 が見つかり (Fig. 3-7)、N. crassa の Cpc1 と相同性が高い
ため frcpcA と名付けた (Fig. 3-8)。Cpc1 や Gcn4 はアミノ酸の生合成遺伝子
の制御に関わるという報告があり [108、109]、frcpcA を高発現させることで
FR901469 の原料となるアミノ酸の生合成が活性化されると考えられた。 
 TFH2-2 株に遺伝子高発現 DNA カセットを導入し、frcpcA を高発現化させ
た株である TFCH3 株を作製した (Fig. 3-10、 3-11)。qPCR により frcpcA の
発現量を確認した結果、培養 4 日目、６日目どちらとも TFCH3 株では親株で
ある TFH2-2株より発現量が高く (Fig. 3-12)、frcpcA が目的通り高発現化され
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ていた。FR901469 生産性を比較すると、TFCH3 株では TFH2-2 株と比較し
て 1.8 倍に向上していた (Fig. 3-13)。トランスクリプトーム解析より推定
FR901469 生合成遺伝子の発現量を比較したが、TFCH3株で発現上昇は見られ




ニチンの生合成遺伝子の多くが TFCH3 株で有意に発現上昇していた (Fig. 
3-15)。高生産変異株の過去の知見より、プロリンやチロシンを培地に添加する
と生産性が向上するという報告があり (data not shown)、構成アミノ酸の生合
成能の強化が FR901469 生産性向上に繋がったと考えられた。 
 アミノ酸生合成以外の遺伝子に着目したところ、TFCH3 株では細胞質で働
く tRNAリガーゼ遺伝子の多くで発現上昇が見られた(Table 3-7)。 N. crassa 
や C. albicans において、Cytplasmic tRNA遺伝子の多くが cpc1 によって発









Table 3-1 List of primers used in this study.

























Day 4 Day 6
FC* Sig** FC Sig
ANO11243_007720 Polyketide synthase 1.6 no 0.9 no
ANO11243_007780 Polyketide synthase 1.5 no 1.0 no
ANO11243_012330 Polyketide synthase 2.1 yes*** 1.3 no
ANO11243_012980 Nonribosomal peptide synthetase 0.9 no 0.6 no
ANO11243_043960 Nonribosomal peptide synthetase 1.2 no 1.3 no
ANO11243_060970 Nonribosomal peptide synthetase 1.2 no 1.1 no
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Table 3-2 Comparison of expression levels of PKS and NRPS genes except for putative
FR901469 biosynthesis cluster genes.
*FC: Fold changes of TFH2-2/wild-type
**Sig: The presence or absence of a significant difference.
***yes means statically significant difference was identified by the Cuffdiff analysis (q
value < 0.05).
Gene ID Description
Day 4 Day 6
FC* Sig** FC Sig
ANO11243_074010 Farnesyl-diphosphate farnesyltransferase 1.1 no 1.3 no
ANO11243_020490 Lanosterol synthase 1.5 yes*** 1.9 yes
ANO11243_004550 Sterol 14-alpha demethylase 1.0 no 2.0 yes
ANO11243_002430 Delta(14)-sterol reductase 0.9 no 1.0 no
ANO11243_061210 Methylsterol monooxygenase 1.4 yes 2.8 yes
ANO11243_021700 Sterol-4-alpha-carboxylate 3-dehydrogenase 1.2 no 1.2 no
ANO11243_073040 Sterol-4-alpha-carboxylate 3-dehydrogenase 2.1 yes 2.0 yes
ANO11243_059550 3-keto-steroid reductase 0.7 yes 1.2 no
ANO11243_061320 Sterol 24-C-methyltransferase 1.2 no 3.4 yes
ANO11243_069260 Sterol 24-C-methyltransferase 0.9 no 2.0 yes
ANO11243_088970 Sterol-C5-desaturase 1.4 yes 2.6 yes
ANO11243_025640 C-22 sterol desaturase 1.3 yes 1.9 yes
ANO11243_051550 Sterol Delta(24(28))-reductase 0.8 no 1.2 no
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Table 3-3 Comparison of expression levels of ergosterol biosynthesis genes.
*FC: Fold changes of TFH2-2/wild-type
**Sig: The presence or absence of a significant difference.
***yes means statically significant difference was identified by the Cuffdiff analysis (q
value < 0.05).
Gene ID Description
Day 4 Day 6
FC* Sig** FC Sig
ANO11243_001290 Glucan 1,3-beta-glucosidase 1.4 yes 1.1 no
ANO11243_002120 Glucan endo-1,3-beta-glucosidase 3.8 no 5.7 no
ANO11243_022140 Glucan 1,3-beta-glucosidase 3.3 yes*** 2.4 yes
ANO11243_034770 Glucan endo-1,3-beta-glucosidase 3.6 no 1.6 yes
ANO11243_041170 Glucan 1,3-beta-glucosidase 1.6 yes 1.6 yes
ANO11243_059760 Endo-1,3(4)-beta-glucanase 1 6.3 yes 3.0 yes
ANO11243_077660 Beta-1,3-glucan-binding protein 2.6 yes 3.2 yes
ANO11243_088670 Beta-1,3-glucan-binding protein 1.5 yes 1.1 no
ANO11243_004440 Probable glycosidase 0.6 yes 1.2 no
ANO11243_006880 Probable endo-1,3(4)-beta-glucanase 2.7 no 2.9 no
ANO11243_078530 Probable endo-1,3(4)-beta-glucanase 1.2 no 1.4 no
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Table 3-4 Comparison of expression levels ofβ-1,3-glucan catabolic enzyme genes.
*FC: Fold changes of TFH2-2/wild-type
**Sig: The presence or absence of a significant difference.
***yes means statically significant difference was identified by the Cuffdiff analysis (q
value < 0.05).
Gene ID Description
Day 4 Day 6
FC* Sig** FC Sig
ANO11243_090730 Class-I chitin synthase A 1.2 no 2.3 yes
ANO11243_063320 Chitin synthase 2 0.8 no 0.8 no
ANO11243_026640 Chitin-UDP acetyl-glucosaminyl transferase 8 1.6 yes*** 0.9 no
ANO11243_026620 Chitin-UDP acetyl-glucosaminyl transferase 6 1.1 no 1.0 no
ANO11243_025240 Class-VI chitin synthase D 1.8 yes 1.2 no
ANO11243_007480 Class-IV chitin synthase 4 1.3 yes 1.4 no
ANO11243_044320 Class-III chitin synthase G 2.0 yes 1.4 no
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Table 3-5 Comparison of expression levels of chitin synthases genes.
*FC: Fold changes of TFH2-2/wild-type
**Sig: The presence or absence of a significant difference.
***yes means statically significant difference was identified by the Cuffdiff analysis (q
value < 0.05).
Table 3-6-1 Comparison of expression levels amino acid biosynthesis genes.
*FC: Fold changes of TFH2-2/wild-type
**Sig: The presence or absence of a significant difference.
***yes means statically significant difference was identified by the Cuffdiff analysis (q
value < 0.05).
Gene ID
Homolog gene of 
Saccharomyces cerevisiae
Day 4 Day 6
FC* Sig** FC Sig
ANO11243_072730 his1 1.5 no 2.5 no
ANO11243_010970 his4 4.9 yes*** 5.7 yes
ANO11243_049040 his6 1.7 no 1.5 no
ANO11243_036700 his7 2.8 yes 2.6 yes
ANO11243_048870 his3 1.1 no 0.6 no
ANO11243_079390 his5 5.0 yes 6.8 yes
ANO11243_003790 his2 1.0 no 0.8 no
ANO11243_003140 aro4a 3.7 yes 3.8 yes
ANO11243_044030 aro4b 2.2 yes 1.9 no
ANO11243_002740 aro3 1.2 no 2.1 no
ANO11243_074270 aro1 1.9 yes 2.9 yes
ANO11243_052530 aro2 2.5 yes 3.5 yes
ANO11243_025150 trp2 3.4 yes 3.5 yes
ANO11243_064960 trp4 2.1 no 1.1 no
ANO11243_023750 trp1 2.3 yes 2.8 yes
ANO11243_025970 trp5 2.5 yes 2.3 no
ANO11243_085640 aro7 2.3 no 1.8 no
ANO11243_048230 pha2 1.5 no 1.1 no
ANO11243_007360 aro8 1.6 no 1.0 no
ANO11243_020920 tyr1 0.9 no 1.1 no
ANO11243_005270 alt1 4.4 yes 4.0 yes
ANO11243_029410 asp5 1.4 no 1.3 no
ANO11243_025730 aat1 0.8 no 0.8 no
ANO11243_022790 asn1 6.0 yes 13.6 yes
ANO11243_022660 gdh1 3.5 yes 2.9 yes
ANO11243_015890 glt1 1.3 no 1.7 no
ANO11243_090650 gln1 0.9 no 1.1 no
ANO11243_047900 ser3 2.8 yes 2.4 yes
ANO11243_017340 ser1 1.1 no 1.7 no
ANO11243_051920 ser2 0.6 no 0.5 no
ANO11243_011390 shm1 1.0 no 0.7 no
ANO11243_005230 shm2 0.9 no 1.0 no
ANO11243_003880 agx1 1.2 no 1.0 no
ANO11243_003570 gly1 1.2 no 0.8 no
ANO11243_047920 hom3 1.4 no 2.2 no
ANO11243_084070 hom2 1.9 yes 3.3 yes
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Table 3-6-2 Comparison of expression levels amino acid biosynthesis genes.
*FC: Fold changes of TFH2-2/wild-type
**Sig: The presence or absence of a significant difference.
***yes means statically significant difference was identified by the Cuffdiff analysis (q
value < 0.05).
Gene ID
Homolog gene of 
Saccharomyces cerevisiae
Day 4 Day 6
FC* Sig** FC Sig
ANO11243_060010 hom6 0.9 no 1.0 no
ANO11243_073150 thr4 1.7 no 1.7 no
ANO11243_030800 cha1 1.0 no 1.4 no
ANO11243_037710 ivl1a 1.7 no 1.4 no
ANO11243_074640 ivl1b 1.9 yes*** 3.5 yes
ANO11243_060910 ilv2 3.2 yes 3.8 yes
ANO11243_022390 ilv6 1.5 no 2.1 no
ANO11243_033790 ilv3 0.9 no 0.9 no
ANO11243_052080 ilv3b 1.5 no 1.8 no
ANO11243_003300 bat1 1.3 no 1.8 no
ANO11243_016160 bat2 3.3 yes 2.3 no
ANO11243_096940 leu4 3.2 yes 3.6 yes
ANO11243_064030 leu1 0.7 no 2.0 no
ANO11243_055060 leu2 0.4 no 0.9 no
ANO11243_082710 cys4 1.0 no 0.6 no
ANO11243_089340 cys3 1.2 no 1.0 no
ANO11243_062790 irc7 1.4 no 1.5 no
ANO11243_009210 met6 0.7 no 0.8 no
ANO11243_082750 arg2 2.0 yes 1.7 no
ANO11243_076880 arg5 2.7 yes 3.9 yes
ANO11243_025790 arg8 3.6 yes 3.6 yes
ANO11243_048560 arg7 3.3 yes 4.5 yes
ANO11243_022380 arg3 3.0 yes 4.2 yes
ANO11243_040650 arg1 4.4 yes 9.7 yes
ANO11243_008510 arg4 5.4 yes 13.0 yes
ANO11243_014640 pro1 2.3 yes 3.2 yes
ANO11243_054600 pro2 2.8 yes 1.5 no
ANO11243_083460 pro3 0.7 no 0.9 no
ANO11243_024450 lys21 4.9 yes 7.7 yes
ANO11243_022880 aco2 1.5 no 2.7 yes
ANO11243_017330 lys4 0.6 no 1.2 no
ANO11243_021120 lys12 1.7 no 3.2 yes
ANO11243_021350 lys2 1.6 no 3.2 yes
ANO11243_089120 lys9 1.9 no 2.4 no
ANO11243_021160 lys1 2.1 no 2.3 no
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Table 3-7 Comparison of expression levels of tRNA ligase genes.
*FC: Fold changes of TFH2-2/wild-type
**Sig: The presence or absence of a significant difference.
***yes means statically significant difference was identified by the Cuffdiff analysis (q
value < 0.05).
Gene ID Description
Day 4 Day 6
FC* Sig** FC Sig
Cytoplasmic tRNA ligase
ANO11243_046220 Tyrosine--tRNA ligase 2.0 yes*** 1.3 no
ANO11243_090530 Tryptophan--tRNA ligase 2.3 yes 3.3 yes
ANO11243_012600 Threonine--tRNA ligase 1.2 no 1.0 no
ANO11243_031760 Leucine--tRNA ligase 1.7 no 1.4 no
ANO11243_079920 Isoleucine--tRNA ligase 4.2 yes 2.2 no
ANO11243_077560 Methionine--tRNA ligase 1.9 yes 1.9 no
ANO11243_047800 Serine--tRNA ligase 2.6 yes 2.0 no
ANO11243_021840 Aspartate--tRNA ligase 1.0 no 1.4 no
ANO11243_050830 Aspartate--tRNA ligase 2.0 yes 1.6 no
ANO11243_031390 Proline--tRNA ligase 2.0 yes 1.1 no
ANO11243_034720 Proline--tRNA ligase 40.1 yes 16.8 yes
ANO11243_019120 Cysteine--tRNA ligase 3.8 yes 3.0 yes
ANO11243_019010 Glutamate--tRNA ligase 4.2 yes 2.3 no
ANO11243_082600 Glutamate--tRNA ligase 22.1 no 4.5 no
ANO11243_032360 Glutamine--tRNA ligase 5.1 yes 3.3 yes
ANO11243_090740 Arginine--tRNA ligase 2.9 yes 2.5 no
ANO11243_014660 Phenylalanine--tRNA ligase alpha subunit 2.7 yes 1.9 no
ANO11243_027930 Phenylalanine--tRNA ligase beta subunit 3.0 yes 3.3 yes
ANO11243_045460 Asparagine--tRNA ligase 2.9 yes 3.0 yes
ANO11243_064430 Lysine--tRNA ligase 3.4 yes 3.4 yes
Mitochondrial tRNA ligase
ANO11243_064650 Tryptophan--tRNA ligase 1.1 no 0.9 no
ANO11243_006900 Alanine--tRNA ligase 1.7 no 1.5 no
ANO11243_006800 Valine--tRNA ligase 2.9 yes 2.1 no
ANO11243_086260 Valine--tRNA ligase 17.4 yes 33.9 yes
ANO11243_014440 Methionine--tRNA ligase 1.3 no 1.4 no
ANO11243_077300 Serine--tRNA ligase 1.0 no 0.9 no
ANO11243_023270 Aspartate--tRNA ligase 0.8 no 0.9 no
ANO11243_085300 Glycine--tRNA ligase 2.0 yes 1.5 no
ANO11243_057340 Probable proline--tRNA ligase 1.2 no 0.9 no
ANO11243_024430 Phenylalanine--tRNA ligase 0.8 no 0.7 no
ANO11243_040360 Histidine--tRNA ligase 1.7 no 1.0 no
ANO11243_011590 Probable asparagine--tRNA ligase 1.8 no 1.6 no




















































































Fig. 3-2 Illustration of a plasmid used for construction of frbf overexpression
transformant.
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Fig. 3-3 PCR analysis for confirmation of the frbF overexpression-gene-unit insertion.
A) Schematic illustration of PCR amplification of a DNA target. B) Electrophoresis of




Fig. 3-4 Expression level of A) frbF and B) histone H4 in the wild-type and TFH2-2
strains. The values of the means and standard deviations of three experiments are






























































Fig. 3-5 Relative FR901469 productivity of the wild-type and TFH2-2 strains. The
value of FR901469 productivity of the wild-type strain at 8-d culture period was set to
1.0. The values of the means and standard deviations of three experiments are






























































Fig. 3-6 Relative expression levels of putative FR901469 biosynthesis genes in wild-
type and TFH2-2 strains on A) 4-d and B) 6-d. The values of expression levels of each
gene at each culture period in wild-type strain were set to 1.0. The values of the means









































Fig. 3-7 Correlation between gene expression level of frcpcA and relative FR901469
productivity in No.11243 wild-type and mutant strains. Vertical axis: expression levels
of frcpcA of No.11243 wild-type strain and its mutant strains, horizontal axis: Relative




























Fig. 3-8 Multiple alignment of FrcpcA and its homologues. ANO11243_057900:












































































































































Fig. 3-11 PCR analysis for confirmation of the frcpcA overexpression-gene-unit
insertion. A) Schematic illustration of PCR amplification of a DNA target. B)
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A
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Fig. 3-12 Expression level of frcpcA A) frcpcA or B) histone H4 in TFH2-2 and TFCH3
strains. The values of the means and standard deviations of three experiments are





























































Fig. 3-13 Relative FR901469 productivity of TFH2-2 and TFCH3 strains. The value of
FR901469 productivity of TFH2-2 strain at 8-d culture period was set to 1.0. The values
of the means and standard deviations of three experiments are represented (*, p value <






































Fig. 3-14 Relative expression levels of putative FR901469 biosynthesis genes in TFH2-
2 and TFCH3 strains on A) 4-d and B) 6-d. The values of expression levels of each gene
at each culture period in TFH2-2 were set to 1.0. The values of the means and standard



















































Fig. 3-15 Expression levels of FR901469 constituent amino acid biosynthesis genes. A)
Glutamine, B) Proline, C) Tyrosine, D) Ornitinine and Arginine. The values of the
means and standard deviations of three experiments are represented (*, q value < 0.05:

















































































































































生合成を行う PKS のドメインを入れ替え、かつ 2個の P450遺伝子を共発現さ



















































株からさらに FR901469 生産性が向上した TFCH3 株の取得に成功した。cpcA 
と二次代謝産物との関連性に関しては A. nidulans における penicillin 生産 
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